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РЕЗЮМЕ
Цель. Оптимизировать биоинженерную платформу I-Wire для выращивания тканеинженерных конструкций 
(ТК) из гладкомышечных клеток (ГМК) артериальных сосудов и охарактеризовать механоэластические 
свойства полученных ТК.
Материалы и методы. Клеточную смесь на основе фибрина засевали в канал матрицы из полидиметил- 
оксана с вставками из титановой проволоки на противоположных концах канала для горизонтальной 
поддержки конструкции. Размеры канала: глубина 3 мм, ширина 2 мм и длина 12 мм. Для измерения 
деформации ТК использовали гибкий зонд диаметром 365 мкм и длиной 42 мм. Отклонение кончика зонда 
при различной силе растяжения, приложенной к ТК, регистрировали с помощью системы оптической 
регистрации на основе инвертированного микроскопа. Модуль упругости вычисляли на основе диаграмм 
растяжения ТК. Были оценены механоэластические свойства конструкций в контроле и под действием 
изопротеренола (Изо), ацетилхолина (Ацх), блеббистатина (Бб) и цитохалазина Д (Цито-Д). Для структурной 
характеризации конструкций использовали метод иммуногистохимического окрашивания конструкций на 
α-актин гладких мышц, десмин и ядра клеток.
Результаты. Формирование конструкций происходило на 5–6-й день инкубации. Последующие измерения 
в течение 7 дней не выявили значительных изменений эластичности. Значения величины модуля упругости 
конструкций составили 7,4 ± 1,5 кПа в первый день после их формирования, 7,9 ± 1,4 кПа – на 3-й и  
7,8 ± 1,9 кПа – на 7-й день культивирования. Изменения механоэластических свойств ТК в ответ на по-
следовательное применение Бб и Цито-Д имели двухфазный характер, что демонстрирует возможность 
выделения активного и пассивного элементов эластичности гладкомышечных конструкций. Добавление  
1 мкМ Изо приводило к увеличению значения величины модуля упругости с 7,9 ± 1,5 кПа до  
10,2 ± 2,1 кПа (p < 0,05, n = 6). Добавление Ацх не вызывало значимого изменения эластичности.
Заключение. Представленная система позволяет количественно оценивать механоэластические свойства 
ТК в ответ на фармакологическое воздействие и может быть полезна в моделировании патологических 
изменений в ГМК сосудов.
Ключевые слова: тканевая инженерия, васкулярные гладкомышечные клетки, гладкомышечная тканеин-
женерная конструкция.
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ABSTRACT
Aim. To optimize a bioengineered I-Wire platform to grow tissue-engineered constructs (TCs) derived from 
coronary artery smooth muscle cells and characterize the mechano-elastic properties of the grown TCs.
Materials and methods. A fibrinogen-based cell mixture was pipetted in a casting mold having two parallel 
titanium anchoring wires inserted in the grooves on opposite ends of the mold to support the TC. The casting mold 
was 3 mm in depth, 2 mm in width and 12 mm in length. To measure TC deformation, a flexible probe with a 
diameter of 365 mcm and a length of 42 mm was utilized. The deflection of the probe tip at various tensile forces 
applied to the TC was recorded using an inverted microscope optical recording system. The elasticity modulus was 
calculated based on a stretch-stress diagram reconstructed for each TC. The mechano-elastic properties of control 
TCs and TCs under the influence of isoproterenol (Iso), acetylcholine (ACh), blebbistatin (Bb), and cytochalasin 
D (Cyto-D) were evaluated. Immunohistochemical staining of smooth muscle α-actin, desmin and the cell nucleus 
was implemented for the structural characterization of the TCs.
Results. The TCs formed on day 5–6 of incubation. Subsequent measurements during the following 7 days did 
not reveal significant changes in elasticity. Values of the elastic modulus were 7.4 ± 1.5 kPa on the first day,  
7.9 ± 1.4 kPa on the third day, and 7.8 ± 1.9 kPa on the seventh day of culturing after TC formation. Changes in the 
mechano-elastic properties of the TCs in response to the subsequent application of Bb and Cyto-D had a two-phase 
pattern, indicating a possibility of determining active and passive elements of the TC elasticity. The application of 
1 µM of Iso led to an increase in the value of the elastic modulus from 7.9 ± 1.5 kPa to 10.2 ± 2.1 kPa (p < 0.05,  
n = 6). ACh did not cause a significant change in elasticity. 
Conclusion. The system allows quantification of the mechano-elastic properties of TCs in response to 
pharmacological stimuli and can be useful to model pathological changes in vascular smooth muscle cells.
Key words: tissue engineering, vascular smooth muscle cells, smooth muscle tissue construct.
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ВВЕДЕНИЕ
Васкулярные гладкомышечные клетки (ГМК) яв-
ляются основным типом клеток сосудистой системы, 
которые определяют тонус сосудов, а также пери-
ферическое и артериальное давление. Особенность 
ГМК – их неполная дифференциация и, как след-
ствие, высокая пластичность, связанная с изменени-
ями между сократительным и секреторным феноти-
пами в ответ на биохимическую либо механическую 
стимуляцию [1].  Показано, что изменение фенотипа 
ГМК задействовано в таких патологиях, как атеро-
склероз, аневризм аорты и артериальная гипертен-
зия [2–4].
В настоящее время в большинстве эксперимен-
тальных работ по изучению механизмов сосуди-
стых заболеваний in vitro традиционно используют 
двухмерные культуры ГМК. Подобные эксперимен-
тальные модели представляют не физиологичное 
окружение, что делает невозможным поддержание 
исходного фенотипа клеток и усложняет интер-
претацию данных.  Современное развитие методов 
тканевой инженерии позволяет достаточно хорошо 
воспроизводить основные физиологические свой-
ства различных типов тканей [5–7]. Преимущества-
ми трехмерных тканеинженерных конструкций (ТК) 
являются: соответствующее механическое окруже-
ние, обеспечение стабильности ответа на внешнюю 
стимуляцию в течение длительного временного 
промежутка, относительная легкость проведения ге-
нетических манипуляций и уникальный потенциал 
для изучения биофизических характеристик ткани in 
vitro [8]. 
Таким образом, создание адекватной модели in 
vitro, как для изучения механизмов сосудистых за-
болеваний, так и для тестирования лекарственных 
препаратов, является актуальной задачей. Целью 
данной работы было оптимизировать недавно раз-
работанную на базе Университета Вандербильта 
биоинженерную платформу I-Wire [9, 10] для выра-
щивания ТК с использованием артериальных ГМК и 
охарактеризовать механоэластические свойства по-
лученных конструкций. 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Приготовление матрицы из полидиметилсилок-
сана и клеточной смеси. В работе была использова-
на ПДМС-матрица с горизонтальной поддержкой ТК 
(титановая проволока диаметром 0,25 мм и длиной 
12 мм, Sigma-Aldrich, США). В процессе приготов-
ления матрицы сначала был сделан шаблон с шестью 
полостями из монолитного акрилового пластика 
при помощи сверла диаметром 0,79 мм и фрезерно-
го станка с числовым программным управлением 
(MicroProtoSystems, США). В каждую полость были 
вставлены две тонкие кромки из того же материала 
для формирования каналов для поддерживающей ти-
тановой проволоки.
Полости заливали жидким ПДМС (SYLGARD 
184 kit, DowCorning, США), смешанным с отверди-
телем в пропорции 10:1, и дегазировали. Затем со-
бранную конструкцию помещали в печь на 6 ч для 
полимеризации при 65 °C. Конечная ПДМС-матрица 
имела канал глубиной 3 мм, шириной 2 мм и дли-
ной 12 мм, а также две борозды для размещения 
анкерной проволоки. Далее каждую ПДМС-матри-
цу переносили в лунку 6-луночного планшета, где 
приклеивали ко дну при помощи жидкого ПДМС. 
Каналы ПДМС-устройств были обработаны 0,2%-м 
раствором Pluronic F-127 (Sigma-Aldrich, США) для 
увеличения гидрофобности стенок и промыты деи-
онизированной водой. Затем планшеты были стери-
лизованы ультрафиолетовым излучением в течение 
30 мин.
Для выращивания ТК из коммерческих ГМК 
(HCASMC, ThermoFisher, США) была приготовлена 
клеточная смесь на основе фибрина. Показано, что 
продукты деградации фибрина в процессе созрева-
ния конструкции способствуют пролиферации ГМК 
и стимулируют формирование внеклеточного ма-
трикса [11]. В предварительных экспериментах по 
оптимизации условий формирования конструкции 
использовали клеточную смесь фибробластов и ГМК 
в пропорции 1:10. В случае использования только 
ГМК конечная концентрация клеток и остальных 
компонентов среды была той же самой. 
Сердечные фибробласты (NHCF-V, Lonza, США) 
и ГМК были собраны с культуральных флаконов 
Т-175 (Thermo Fisher Scientific, США) при помощи 
TrypLE Express Enzyme (Thermo Fisher Scientific, 
США). Общая концентрация клеток была доведе-
на до 106, 2 × 106 либо 4 × 106 клеток/мл, после чего 
клетки смешали с фибриногеном (100 мкл, 20 мг/мл, 
Sigma-Aldrich, США), апротинином (33 мкг/мл, Sig-
ma-Aldrich, США), тромбином (10 мкл, 100 ЕД/мл, 
Sigma-Aldrich, США), а также добавили антибиоти-
ки пенициллин и стрептомицин (1%-й, Gibco, США). 
Помимо этого, в зависимости от условий добавляли 
Matrigel (100 мкл, BD Biosciences, США). После 
разведения конечная концентрация клеток была 
0,5 × 106, 106 или 2 × 106 клеток/мл. Затем смесь была 
пипетирована в канал каждого ПДМС-устройства. 
Планшеты инкубировали при 37 °C и 5%-м CO
2 
в те-
чение 1 ч для полимеризации фибрина, после чего в 
каждую лунку добавили по 3 мл среды Gibco Medium 
231 (Thermo Fisher Scientific, США) с апротинином 
(33 мкг/мл, Sigma-Aldrich, США), транексамовой 
Бюллетень сибирской медицины. 2020; 19 (2): 85–95
88
кислотой (400 мкМ, Sigma-Aldrich, США), антибио-
тиками (1%-й, Gibco, США) и ростовой добавкой для 
пролиферации (Gibco Smooth Muscle Growth Supple-
ment, SMGS; Thermo Fisher Scientific, США) либо 
для дифференциации клеток (Gibco Smooth Muscle 
Differentiation Supplement, SMDS; Thermo Fisher Sci-
entific, США). 
Среду заменяли каждый 2-й день. После фор-
мирования ТК, их механоэластические свойства 
были измерены с помощью системы оптической 
регистрации на основе инвертированного микро-
скопа (рис. 1). Созревшие гладкомышечные волок-
на имели 350–450 мкм в диаметре и 7 мм в длину 
(рис. 2, а). 
Рис. 1. Схема установки для измерения механоэластических свойств тканеинженерных конструкций: 1 – конденсор, 2 – 
пластина-держатель, 3 – консоль, 4 – магнит, 5 – гибкий сенсор, 6 – ПДМС-матрица с конструкцией, 7 – лунка планшета, 
8 – моторизованная платформа, 9 – объектив, 10 – камера, 11 – инвертированный микроскоп, 12 – компьютер, 13 – микро-
контроллер
Рис. 2. Калибровочный график упругости и кадры смещения кончика гибкого сенсора: a – общий вид тканевой конструкции 
и центральная часть с концом гибкого сенсора, размер масштабной шкалы 300 мкм; b – график, показывающий линейную 
зависимость изменения массы от смещения положения консоли с гибким сенсором (n = 5, r = 0,99997); с – обработанные 
бинарные изображения положения сенсора при поэтапном смещении моторизованной платформы с планшетом
Устройство для измерения механоэластических 
свойств тканеинженерных конструкций. Для изме-
рения модуля продольной упругости был использован 
гибкий зонд из полиэфирэфиркетона (Putnam Plastics, 
США) с наружным диаметром 365 мкм, диаметром 
отверстия 120 мкм и длиной 42 мм. Зонд был прикле-
ен к консоли из органического стекла, которая в свою 
очередь прикреплена к пластине-держателю с двумя 
магнитами для контроля положения зонда. Консоль, 
пластина-держатель и гибкий зонд были смонтирова-
ны при помощи фрикционного крепления к конден-
сору инвертированного флуоресцентного микроскопа 
(Eclipse Ti, Nikon, США), оснащенного микрокон-
троллером (MS-2000 Flat-Top XYZ Automated Stage, 
ASI, США), который позволяет точно перемещать 
платформу по двум измерениям (см. рис. 1). 
a           b         с
Bulletin of Siberian Medicine. 2020; 19 (2): 85–95
Сульгин А.А., Сидорова Т.Н., Сидоров В.Ю. Выращивание и характеризация тканеинженерной конструкции
89
Оригинальные  статьи
Упругость гибкого сенсора была откалибрована 
и имела линейную зависимость деформации от при-
ложенной силы (рис. 2, b). Оптическая регистрация 
смещения кончика гибкого зонда осуществлялась 
при помощи цифровой камеры (Zyla sCMOS Camera, 
Andor Technology, Северная Ирландия) через равные 
интервалы смещения платформы с планшетом так, 
что каждое смещение соответствовало определен-
ной приложенной силе, величину которой вычисля-
ли, используя калибровочный график. 
Протоколы измерений и иммуногистохимическое 
окрашивание. В эксперименте применяли два прото-
кола.  Первый протокол заключался в серии после-
довательных измерений положения конца гибкого 
зонда при смещении платформы на каждые 200 мкм 
перед внесением веществ и после инкубации с веще-
ствами в течение двух часов. Согласно второму про-
токолу, регистрации были проведены при постоян-
ной приложенной силе  = 0,062 мН в течение 95 мин. 
В течение первых 15 мин были выполнены контроль-
ные регистрации, после чего были последовательно 
внесены блеббистатин (Бб) в концентрации 30 мкМ 
через 20 мин и цитохалазин Д (Цито-Д) в концентра-
ции 50 мкМ через 55 мин от начала протокола. Для 
оценки способности клеток отвечать на β-адренер-
гическую и холинэргическую стимуляцию ТК был 
инкубирован в стандартных средах, содержащих 
1 мкМоль изопротеренола (Изо) (Sigma-Aldrich, 
США) и 5 мкМ ацетилхолина (Ацх) (Sigma-Aldrich, 
США) в течение 60 мин. В данных экспериментах 
применяли первый протокол. 
Блеббистатин и Цито-Д применяли для оценки 
влияния фармакологических стимулов на сократи-
тельную функцию и эластичность внеклеточного ма-
трикса ТК. Блеббистатин является обратимым инги-
битором АТФ-азной активности миозина II [12], в то 
время как цитохалазин Д блокирует полимеризацию 
актина, тем самым нарушает организацию сети фи-
ламентов цитоскелета и при этом не влияет на вне-
клеточный матрикс [13]. 
Для иммуногистохимического окрашивания тка-
невые конструкции сначала фиксировали в 4%-м 
растворе парафармальдегида  в течение 15 мин, от-
мывали трехкратно с помощью натрий-фосфатного 
буфера, затем помещали в парафиновые блоки и де-
лали срезы толщиной 5 мкм. Доступность антигенов 
обеспечивали инкубацией срезов при 94 °С в 10 мМ 
растворе цитрате натрия (рН 6,0) в течение 10 мин. 
Были использованы первичные мышиные монокло-
нальные антитела к α-актину гладкомышечных кле-
ток (α-SMA) (Sigma-Aldrich, США), моноклональ-
ные антитела кролика к десмину (Abcam, США) и 
вторичные антитела против мыши (Thermo Fisher, 
США) и кролика (Thermo Fisher, США), конъюги-
рованные с Alexa (568 и 488 нм), а также краситель 
для окрашивания ядер DAPI (Fluoromount-G 368/451, 
Sauthern Biotech, США). Регистрацию цветных изо-
бражений делали на конфокальном микроскопе Zeiss 
LSM780 (Carl Zeiss, Германия).
Анализ и статистическая обработка данных. 
Анализ изображений проводили в программной 
среде MATLAB (MathWorks, США). Контрастность 
кадра была подобрана таким образом, чтобы оста-
вался виден только конец гибкого зонда, после чего 
создавалось бинарное изображение и вычислялись 
координаты центра окружности в каждом кадре 
(рис. 2, с). На основе полученных данных вычисля-
лись изменение длины ТК, значение силы, действу-
ющей вдоль конструкции (Fc), и значение модуля 
упругости. Детальное описание вычисления модуля 
упругости и диаграмма геометрии конструкции со-
держатся в дополнительном материале ранее опу-
бликованной работы [9]. Поэтому здесь приведем 
только краткое описание процедуры вычисления. 
Модуль упругости рассчитывали как отношение 
зависимости деформации от напряжения по формуле 
[14]:
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начала протокола. Для оценки способности клеток отвечать на β-адренергическую и 
холинэргическую стимуляцию ТК был инкубирован в стандартных средах, содержащих 1 
мкМоль изопротеренола (Изо) (Sigma-Aldrich, США) и 5 мкМ ацетилхолина (Ацх) (Sigma-
Aldrich, США) в течение 60 мин. В данных экспериментах применяли первый протокол.  
Блеббистатин и Цито-Д применяли для оценки влияния фармакологических стимулов 
на сократительную функцию и эластичность внеклеточного матрикса ТК. Блеббистатин 
является обратимым ингибитором АТФ-азной активности миозина II [12], в то время как 
цитохалазин Д блокирует полимеризацию актина, тем самым нарушает организацию сети 
филаментов цитоскелета и при этом не влияет на внеклеточный матрикс [13].  
Для иммуногистохимического окрашивания тканевые конструкции сначала 
фиксировали в 4%-м растворе парафармальдегида  в течение 15 мин, отмывали трехкратно с 
помощью натрий-фосфатного буфера, затем помещали в парафиновые блоки и делали срезы 
толщиной 5 мкм. Доступность антигенов обеспечивали инкубацией срезов при 94 °С в 10 мМ 
растворе цитрате натрия (рН 6,0) в течение 10 мин. Были использованы первичные мышиные 
моноклональные антитела к α-актину гладкомышечных клеток (α-SMA) (Sigma-Aldrich, 
США), моноклональные антитела кролика к десмину (Abcam, США) и вторичные антитела 
против мыши (Thermo Fisher, США) и кролика (Thermo Fisher, США), конъюгированные с 
Alexa (568 и 488 нм), а также краситель для окрашивания ядер DAPI (Fluoromount-G 368/451, 
Sauthern Biotech, США). Регистрацию цветных изображений делали на конфокальном 
микроскопе Zeiss LSM780 (Carl Zeiss, Германия). 
Анализ и статистическая обработка данных. Анализ изображений проводили в 
программной среде MATLAB (MathWorks, США). Контрастность кадра была подобрана 
таким образом, чтобы оставался виден только конец гибкого зонда, после чего создавалось 
бинарное изображение и вычислялись координаты центра окружности в каждом кадре (рис. 
2, с). На основе полученных данных вычислялись изменение д ины ТК, значение силы, 
действующей вдоль конструкции (𝐹𝐹𝑐𝑐), и значение модуля упругости. Детальное описание 
вычисления модуля упругости и диаграмма геометрии конструкции содержатся в 
дополнительно  материале ранее опубликованной аботы [9]. Поэтому здесь приведем 
только краткое описание процедуры вычисления.  
Модуль упругости рассчитывали как отношение зависимости деформации от 
напряжения по формуле [14]: 
𝐸𝐸 =
𝐿𝐿0𝐹𝐹𝑐𝑐
𝐴𝐴0∆𝐿𝐿
, 
где 𝐹𝐹𝑐𝑐 – сила, действующая вдоль ТК, 𝐿𝐿0 – исходная длина ТК, 𝐴𝐴0 – площадь поперечного 
сечения, L – изменение длины ТК. 
где Fc – сила, действующая вдоль ТК, L0 – исходная 
длина ТК, A0 – площадь поперечного сечения, ∆L – 
изменение длины ТК.
Учитывая положение ТК в пространстве, форму-
ла для вычисления модуля упругости была модифи-
цирована следующим образом [9]:
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Учитывая положение ТК в пространстве, формула д я вычисления модуля упругости 
была модифицирована следующим образом [9]: 
𝐸𝐸 =  
2𝐿𝐿0𝐹𝐹𝑡𝑡√(𝑑𝑑𝑠𝑠 − 𝑑𝑑𝑡𝑡)2 + 𝑎𝑎2
𝐷𝐷2∆𝐿𝐿(𝑑𝑑𝑠𝑠 − 𝑑𝑑𝑡𝑡)
, 
где  𝐹𝐹𝑡𝑡 – сила, прикладываемая гибким зондом, 𝑑𝑑𝑠𝑠 – расстояние между начальным и текущим 
положением платформы, 𝑑𝑑𝑡𝑡 – расстояние между начальным и текущим положением конца 
гибког  зонда. 𝑎𝑎 – половина длины конструкции в расслабленном состоянии. 𝐷𝐷 – диаметр 
тканеинженерной конструкции. Диаметр ТК вычислялся на основе среднего значения трех 
измерений – в срединной точке, и в двух точках на расстоянии 1 мм справа и слева от 
срединной точки.  
Статистический анализ проводился с помощью коммерческих программ Microsoft 
Excel (Microsoft Corporation, США) и OriginLab R2018 (OriginLab Corporation, США). 
Статистические сравнения между контрольной и опытной группой были сделаны при 
помощи t-критерия Стьюдента для зависимых выборок, одномерного дисперсионного 
анализа для повторных измерений (ANOVA) в случае трех и более групп, а также с 
использованием непараметрического парного критерия Вилкоксона. Изменение длины в 
ответ на приложенную силу, измеренное в процентах от изначальной длины препарата, 
представлено в виде среднего значения и стандартной ошибки среднего. Различия в 
полученных результатах считались статистически достоверными при уровне значимости p  < 
0,05. В процессе калибровки гибкого сенсора для оценки линейности его упругих свойств в 
зависимости от нагрузки применяли корреляционный анализ. 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
 Основные результаты предварительных экспериментов по оптимизации протокола 
показали следующее: использование культуральной среды с добавкой SMDS не вызывало 
формирование тканевых фибрилл; добавление Matrigel ускоряло конденсацию геля и 
образование гладкомышечных тканеинженерных структур; концентрация ГМК 106 клеток/мл 
является оптимальной и способствует быстрому формированию конструкций; добавление 
10% фибробластов не влияло на скорость формирования конструкций.  
где Ft – сила, прикладываемая гибким зондом, ds – 
расстояние между начальным и текущим положени-
ем платформы, dt – расстояние между начальным и 
текущим положением конца гибкого зонда, a – по-
ловина длины конструкции в расслабленном состо-
янии, D – диаметр тканеинженерной конструкции. 
Диаметр ТК вычислялся на основе среднего значе-
ния трех измерений – в срединной точке и двух точ-
ках на расстоянии 1 мм справа и слева от срединной 
точки. 
Статистический анализ проводился с помощью 
коммерческих программ Microsoft Excel (Microsoft 
Corporation, США) и OriginLab R2018 (OriginLab 
Corporation, США). Статистические сравнения меж-
ду контрольной и опытной группой были сделаны 
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при помощи t-критерия Стьюдента для зависимых 
выборок, одномерного дисперсионного анализа для 
повторных измерений (ANOVA) в случае трех и бо-
лее групп, а также с использованием непараметри-
ческого парного критерия Вилкоксона. Изменение 
длины в ответ на приложенную силу, измеренное в 
процентах от изначальной длины препарата, пред-
ставлено в виде среднего значения и стандартной 
ошибки среднего. Различия в полученных резуль-
татах считались статистически достоверными при 
уровне значимости p  < 0,05. В процессе калибровки 
гибкого сенсора для оценки линейности его упругих 
свойств в зависимости от нагрузки применяли корре-
ляционный анализ.
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
 Основные результаты предварительных экспери-
ментов по оптимизации протокола показали следую-
щее: использование культуральной среды с добавкой 
SMDS не вызывало формирование тканевых фи-
брилл; добавление Matrigel ускоряло конденсацию 
геля и образование гладкомышечных тканеинже-
нерных структур; концентрация ГМК 106 клеток/мл 
является оптимальной и способствует быстрому 
формированию конструкций; добавление 10% фи-
бробластов не влияло на скорость формирования 
конструкций. 
Для структурной характеризации конструкций 
использовали метод флуоресцентной микроскопии. 
На рис. 3 представлено иммуногистохимическое 
окрашивание ТК на α-актин гладких мышц, десмин 
и ядерное ДНК с использованием DAPI, а также 
окраска гематоксилином и эозином. Наибольшую 
белковую фракцию в ГМК составляет α-актин, он 
также выполняет основную роль в сокращении при 
взаимодействии с миозином и через полимериза-
цию участвует в формировании цитоскелета [15]. 
Десмин является основным белком, составляющим 
промежуточный филамент сократительного аппа-
рата, и локализован в Z-пластинке поперечно поло-
сатой мышцы и в плотных тельцах гладкой мышеч-
ной ткани [16]. Данные иммуногистохимического 
окрашивания демонстрируют структурную одно-
родность тканеинженерных волокон, равномерное 
и плотное распределение гладкомышечных клеток 
в конструкциях.
Рис. 3. Иммуногистохимический анализ продольных срезов конструкции: a – окраска ядерной ДНК при помощи DAPI; b, 
c – окрашивание на основные маркеры сократительного фенотипа α-актин (красный) и десмин (зеленый); d – объединенное 
изображение; е – окраска гематоксилином и эозином. Размер масштабной шкалы – 100 мкм
a              b
c                            d
е
Для проверки стабильности механоэластических 
свойств ТК были выполнены контрольные измерения 
в течение 7 дней после сформирования конструкций. 
Диаграмма растяжения представлены на рис. 4, a. 
Линейную часть диаграммы использовали для вы-
числения модуля упругости (рис. 4, b). Существенное 
удлинение ТК наблюдается при приложении попе-
речной силы растяжения (F
t
) больше 0,07 мН. Анализ 
диаграмм растяжения не выявил статистически зна-
чимых изменений между измерениями в 1-, 3- и 7-й 
дни (F (2,10) = 0,225; p = 0,8; n = 6). Значение модуля 
упругости составило 7,4 ± 1,5 кПа в начале экспе-
римента, 7,9 ± 1,4 кПа на 3-й день и 7,8 ± 1,9 кПа – 
на 7-й день соответственно.
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Оригинальные  статьи
В литературе данные эластичности гладкомы-
шечных ТК варьируют в зависимости от способа 
выращивания – при статической либо переменной 
нагрузке; состава среды культивирования; геоме-
трии конструкций – кольцевые [5, 6], фибрилообраз-
ные [7]; типа наполнителя клеточной смеси – кол-
лаген, фибрин, а также от происхождения клеток и 
их количественного соотношения с наполнителем 
[5, 17–20].  Данные, полученные в отдельных ГМК, 
менее вариабельны и в основном определяются фе-
нотипом клеток [21–23]. В частности, при измерении 
эластичности методом атомно-силовой микроско-
пии в конструкциях, выращенных с использованием 
гладкомышечных клеток, изолированных из грудной 
части аорты обезьяны (Macaca fascicularis) и колла-
генового матрикса, были получены значения модуля 
упругости в пределах 13,7 ± 2,4 и 23,3 ± 3,0 кПа [24]. 
Наблюдаемую вариабельность авторы связыва-
ют с возрастными изменениями экспрессии актина 
и β1-субъединицы интегрина [25]. Оценка эластич-
ности с помощью того же метода, проведенная в 
отдельных ГМК, полученных из грудной аорты 
здоровых молодых крыс линии Вистар, варьирует 
в пределах 5–14 кПа [21, 23]. Близкие значения мо-
дуля эластичности (~13,7 кПа) были продемонстри-
рованы в отдельных ГМК, изолированных из арте-
риол скелетных мышц крысы линии Спрег-Доули и 
культивированных в течении 3–7 дней после первого 
пассажа [22]. 
Изометрическое измерение эластичности, выпол-
ненное D. Seliktar и соавт. с помощью датчика силы в 
кольцевых трехмерных гладкомышечных конструк-
циях, выращенных в коллагеновом матриксе  (2 мг/мл) 
из клеток грудной аорты крыс (106 клеток/мл), 
после 8 дней культивирования показало значения 
равное 68 кПа [18]. В другой работе, где авторы 
сравнивали эластические свойства кольцевых кон-
струкций, созданных на основе фибрина (2 мг/мл) и 
коллагена (2 мг/мл) с использованием того же типа 
ГМК (аорта крысы, 106 клеток/мл), было показа-
но, что после 5 дней культивирования коллагено-
вые конструкции обладают значительно большей 
жесткостью (191 кПа) по сравнению с фибриновыми 
(19 кПа) [20]. Увеличение концентрации коллагена и 
фибрина в клеточной смеси до 4 мг/мл увеличивало 
жесткость до 242 и 28 кПа соответственно.
Показатели эластичности гладкомышечных ТК, 
полученные в нашей работе, близки к таковым в от-
дельных ГМК. Это объясняется использованием фи-
брина в клеточной смеси. Матрикс на основе фибри-
на широко применяется в тканевой инженерии [26]. 
Фибриновый гель обладает вазоактивными и высо-
кими адгезивными свойствами, способствует бы-
строй адаптации и пролиферации клеток в конструк-
циях [11], но вследствие структурных особенностей 
имеет значительную эластичность [27]. Следует 
отметить, что поскольку ГМК обладают высокой 
пластичностью [28, 29], эластичность конструкций 
может значительно изменяться в течение культиви-
рования [18, 19]. Это может усложнять интерпрета-
цию данных, особенно в длительных экспериментах, 
как, например, с применением продолжительной 
механической стимуляции [18]. Использование в 
нашей работе ингибиторов фибринолизина (апро-
тинин, транексамовая кислота) и ростовой добавки 
с низким содержанием сыворотки (SMDS) способ-
ствовало устойчивости эластических свойств ТК по-
сле их созревания (см. рис. 4).
Рис. 4. Стабильность механоэластических свойств тканеинженерных конструкций: а – диаграмма растяже-
ния конструкции. Повторные измерения на 1-, 4- и 7-й день; b – рассчитанный модуль упругости (модуль Юнга), 
 ± SEM, n = 6. Статистические отличия между тремя группами отсутствуют
а                b
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На рис. 5 показаны результаты отдельного экс-
перимента по тестированию механоэластических 
свойств ТК под воздействием Бб и Цито-Д. Видно, 
что добавление 30 мкМоль Бб вызывает увеличение 
растяжения ТК с 1,2 до 1,45% (рис. 5, а). Последую-
щая обработка Цито-Д в концентрации 50 мкМоль 
способствует дальнейшей релаксации ТК и увели-
чению растяжения до 1,8%. Это соотносится с из-
менениями эластичности, соответствующими при-
ложенной силе 0,062 мН на диаграмме растяжения 
конструкции, представленной на рис. 5, b. Известно, 
что Бб является селективным ингибитором АТФ-аз-
ной активности различных изоформ миозина II в 
поперечнополосатых [12] и ГМК [30], тогда как Ци-
то-Д изменяет механические свойства путем деполи-
меризации актиновых филаментов цитоскелета кле-
ток [13]. Соответственно, добавление Бб ингибирует 
связанное с миозином сокращение, а последующая 
инкубация с Цито-Д разрушает актиновое тониче-
ское сокращение и увеличивает релаксацию ТК. 
Адренергическая и холинергическая стимуляции 
являются одними из наиболее важных систем, задей-
ствованных в регуляции сердечно-сосудистого тону-
са. C одной стороны, известно, что β-адренергическая 
стимуляция через активацию аденилатциклазы и уве-
личение цАМФ влияет на уровень внутриклеточного 
Са2+ [31, 32]. Релаксацию обусловливают следующие 
предложенные механизмы: гиперполяризация через 
Ca2+ активируемые калиевые каналы, уменьшение 
чувствительности сократительных элементов к Ca2+ 
вследствие фосфорилирования киназы легких цепей 
миозина, уменьшение содержания цитозольного Ca2+ 
через регуляцию Са2+-транспортирующих систем 
саркоплазматического ретикулума и плазмалеммы и 
др. [33, 34]. С другой стороны, васкулярные ГМК на-
ходятся в близком структурном и функциональном 
взаимодействии с клетками эндотелия, который мо-
жет регулировать тонус сосудов через паракринное 
взаимодействие либо через межклеточные каналы, 
соединяющие два типа клеток [35]. Поэтому воз-
можна опосредованная адренергическая регуляция 
сократимости ГМК с участием эндотелиальных кле-
ток [35–37]. 
В наших экспериментах инкубация ТК с Изо 
в концентрации 1 мкМ вызывала небольшое, но 
значимое уменьшение эластичности при увеличе-
нии приложенной силы растяжения свыше 0,05 мН 
(p < 0,05, n = 6), а также значимое увеличение мо-
дуля упругости (p < 0,05, n = 6) с 7,9 ± 1,5 кПа до 
10,2 ± 2,1 кПа (рис. 6). В ранних работах по изуче-
нию влияния β-адренергической стимуляции на то-
нус сосудов и на сократимость ГМК, эксперименты в 
основном проводились in vivo либо in vitro на изоли-
рованных препаратах сосудов животных, где типич-
ным является релаксирующий эффект [32, 33, 35]. 
На изолированных ГМК был продемонстрирован 
двойной механизм регуляции кальциевых каналов, 
когда при наноконцентрациях Изо увеличивал ток 
кальциевых каналов L-типа, в то время как при ми-
кроконцентрациях его действие было обратным [38]. 
Поскольку для выращивания конструкций нами ис-
пользовались только ГМК, зависимость механизма 
ответа от концентрации Изо может лежать в основе 
наблюдаемого эффекта уменьшения эластичности.
Действие Ацх на васкулярные ГМК осуществля-
ется через М3-мускариновые рецепторы [39]. Со-
гласно концепции участия эндотелиальных клеток в 
гуморальной регуляции тонуса сосудов, первичную 
 Рис. 5. Влияние блеббистатина и цитохалазина Д на механоэластические свойства тканеинженерных конструкций: 
a – кривая динамики изменения растяжения конструкции в ответ на последовательное применение 30 мкМ 
блеббистатина и 50 мкМ цитохалазина Д при постоянной приложенной силе 0,062 мН; b – диаграмма растяжения 
конструкции в контроле и после инкубации с блеббистатином и цитохалазином Д 
а                                b
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Рис. 6. Изменение упругости тканеинженерных конструкций в ответ на адренергическую и холинэргическую стимуляцию: 
a – диаграмма растяжения конструкции в контроле и под действием изопротеренола и ацетилхолина; b – изменение модуля 
упругости (модуля Юнга) под действием изопротеренола и ацетилхолина,  ± SEM, n = 6
роль в ответ на холинергическую стимуляцию вы-
полняют эндотелиальные клетки, а примыкающие 
к ним ГМК являются пассивными реципиентами 
монооксида азота [40], хотя из ранних работ извест-
но, что в случае прямого воздействии на ГМК, Ацх, 
связываясь с М
3
-рецептором, активирует фосфоли-
пазу С и через инозитолтрифосфатный путь может 
индуцировать сократительный эффект [41]. В наших 
экспериментах применение Ацх вызывало незначи-
тельное уменьшение эластичности ТК (рис. 6, b). 
а                    b
Незначительный эффект, скорее всего, обусловлен 
гомогенной клеточной популяцией, т.е. отсутствием 
эндотелиальных клеток в клеточной смеси при выра-
щивании конструкций. Последующие эксперименты с 
добавлением фракции эндотелиальных клеток позво-
лят оценить роль взаимодействия различных типов 
клеток как в холинергической, так и в адренергиче-
ской регуляции сократимости гладкомышечных ТК. 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Нами впервые была использована эксперимен-
тальная платформа I-Wire для выращивания и харак-
теризации гладкомышечных ТК, полученных с ис-
пользованием ГМК из коронарной артерии человека. 
Мы показали, что концентрация 106 клеток/мл явля-
ется оптимальной для формирования тканевых фи-
брилл с однородным и плотным распределением кле-
ток, при этом добавление в клеточную смесь Matrigel 
способствует более быстрому формированию кон-
струкции. Совместное применение Бб и Цито-Д 
дает возможность вычленения и оценки активных и 
пассивных элементов эластичности ТК. Добавление 
Изо вызывало увеличение жесткости конструкций, 
тогда как инкубация с Ацх не оказывала значитель-
ного влияния на эластичность ТК. Поскольку клетки 
эндотелия играют важную роль в регуляции гладко-
мышечного тонуса сосудов, то для воспроизведения 
более полной системы регуляции гладкомышечных 
ТК дальнейшие эксперименты должны включать 
выращивание конструкций при совместном культи-
вировании ГМК и эндотелиальных клеток, а также 
использование эластина и коллагена для формирова-
ния более жесткого внеклеточного матрикса.
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